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OZET

EGE BOLGESI KIRAZ ALANLARINDA Leucostoma spp.
IZOLATLARININ VIRULENSLIK ve dsRNA VARLIGI YONUNDEN
INCELENMESI

Melis TONGUSLU

Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dali
Tez Damgmani: Prof. Dr. Serap ACIKGOZ
2015, 35 sayfa

Leucostoma (Cytospora) Dal Kanseri kiraz agaglarinda kismen ya da biitiiniinde
kurumalara neden olan énemli hastaliklardan biridir. Ulkemizin farkli bolgelerinde
yapilan caligmalarda cesitli tag cekirdekli meyve tiirleri iizerinde Leucostoma
kanserinin varligi belirlenmistir. 1989 yilinda ABD Michigan eyaletinde seftali
bahgelerinde bazi L. personii populasyonlari igerisinde dsRNA igeren 2 izolatin
varhig saptanmustir. Ulkemizde ise Leucostoma tiirlerinin dsRNA varligi ilgili bir
caligma bulunmamaktadir. Bu ¢alisma Ege Bolgesi kiraz alanlarinda Leucostoma
tiirlerinde dsRNA igeren izolatlarin belirlenmesi amaciyla yapilmistir. Bu amagla
Ege Bolgesinde en fazla kiraz tiretimi yapilan alanlardaki agacglardan elde edilmis
Leucostoma spp. izolatlar1 dal testi ve elma testi uygulanarak viriilenslik agisindan
degerlendirilmistir. Bu testlere gore diistik ve yiiksek virulenslik gosteren 26 izolat
secilmis ve dsRNA analizi li¢ tekrarl olarak yapilmis ve sadece 6 izolatta dSRNA
profili belirlenmistir. Fakat ikinci yinelemede bu izolatlardan sadece 3 tanesinde
dsRNA profili goriilmiis, iiclincii tekrarda ise daha 6nce dsRNA profili belirlenen
izolatlarin hi¢birinde dsRNA profiline rastlanmamustir. Birbirini dogrulamayan bu
sonuglar islemler sirasindaki  kurumalardan ve donma-¢oziinmelerden

kaynaklanabilecegi i¢in daha detayli calismalarin yapilmasi onerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Leucostoma kanser, Leucostoma spp., Kiraz, dSRNA






ABSTRACT

INVESTIGATION OF VIRULENCE AND PRESENCE OF dsRNA ON
Leucostoma spp. ISOLATES IN THE CHERRY PRODUCTION AREAS OF
THE AEGEAN REGION

Melis TONGUSLU

M.Sc. Thesis, Department of Plant Protection
Supervisor: Prof. Dr. Serap ACIKGOZ
2015, 35 pages

Leucostoma (Cytospora) canker, economically important disease of cherry, causes
the tree to die partially or completely. In studies conducted in different regions of
our country is determined the presence of Leucostoma cancer on various stone
fruit species. In studies in the United States the presence of dsRNA containing 2
isolates were detected in some L. persoonii populations. No study has been
previously conducted in details on Leucostoma species presence of dsRNA
isolates in Turkey. This study was conducted to determine Leucostoma species of
the containing dsRNA isolates in the Aegean Region cherry field. This purpose in
the Aegean region maximum cherry production made derived from trees in the
area and Leucostoma spp. isolates possible dsSRNA may be isolates applied to
branches test and apples test was evaluated in terms of virulence. These test
according to selected 26 isolates and dsRNA analysis was performed in three
repeat and only identified dsSRNA profile in 6 isolates. But at second repeat
identified dsRNA profile only 3 isolates, third of these isolates dsSRNA profile
could not be seen again. These results confirm each other that during the process
to be due to drying, freezing-thawing construction of a more detailed study is
suggested.

Key Words: Leucostoma canker, Leucostoma spp., Cherry, dsSRNA
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1. GIRIS

Kiraz (Prunus avium), giilgiller (Roseceace) familyasindan Giresun, Giiney
Kafkasya, Hazar Denizi ve Kuzeydogu Anadolu’ da dogal olarak bulunan meyve
agacidir. Kiraz diinyada genis bir yayilim gostermektedir. Ancak ticari tiretimi
Tiirkiye, ABD, Iran ve italya gibi iilkelerde yapilmaktadir. Yillara ve iklim
sartlarina gore degismekle beraber diinya kiraz iiretiminde birinci sirada yer alan
Tiirkiye, kiraz ihracatinda da s6z sahibi olan iilkelerden biridir. (Anonim, 2014a).

Ulkemizde Nisan sonu ile Temmuz arasinda olgunlasan kirazin taze meyve olarak
tiiketilmesinin yam sira kurutularak, tatli yapiminda ve igeceklerde kullanim alanm
bulunmaktadir. Kiraz meyvesinin igerisinde 100 gr taze kiraz meyvesinin icerdigi
besin degerinde 70 kalori; 1,3 gr protein; 17,5 gr karbonhidrat; 0,3 gr yag; 0,4 gr
lif; 19 mg fosfor; 22 mg kalsiyum; 0,4 mg demir; 2 mg sodyum; 191 mg
potasyum; 110 IU A vitamini; 0,05 mg B1 vitamini; 0,06 mg B2 vitamini; 0,4 mg
B3 vitamini; 0,032 mg B6 vitamini ve 10 mg C vitamini bulunmaktadir. Besin
degerlerinin yan1 sira; kiraz, viicuttaki iirik asit diizeyini disiirerek gut hastaligim
iyilestirmek, idrar soktiiriicii 6zelligi ile bobreklere faydasi i¢in kullanilir. Ayrica
kiraz dis ciirimelerini engelleyen bazi maddeleri de igermektedir (Anonim,
2012a).

FAO’ nun 2013 y1l1 istatistik verilerine gore kirazin diinyada toplam {iretim alani
56.635 ha ve toplam meyve tiretimide 2.294.455 ton olarak bildirilmistir. Tiirkiye
sahip oldugu 96.676 ha kiraz iiretim alani ile diinyada ikinci sirada yer alirken,
494.325 ton iretim miktar1 ile birinci sirada yer almaktadir. (Cizelge 1.1.)
(Anonim, 2013).



Cizelge 1.1. Diinyada kiraz fireticisi lkelerin kiraz iiretim alanlari ve tretim
miktar1 (Anonim, 2013)

Ulkeler Uretim alam (ha) Ureti?tlor:)iktan
Romanya 113684 80.477
Tirkiye 96676 494.325
Ozbekistan 83333 100.000
ABD 73181 412.873
fran 68965 200.000
Ukreyna 65483 81.200
Sili 55841 90.703
Bulgaristan 50164 37.724
Rusya 48750 78.000
Ukrayna 12500 72.800
Yunanistan 48500 58.200
Almanya 46979 24.462
Polonya 43709 47.552
Yunanistan 9800 44.200
Polonya 11555 37.984
Cin 43536 35.700
Italya 42894 131.175
Fransa 42812 39.272
Ispanya 38505 97.200
Avusturya 36505 41.430
Sirbistan 30264 28.146
Suriye 21117 62.372

Tiirkiye’ nin 2003- 2014 yillarindaki kiraz alani ve tiretim miktarina bakildiginda
yillara gére bir artisin oldugu gézlemlenmektedir. 2003 yilinda 350.000 da’ lik bir
alanda 265.000 tonluk kiraz iiretim miktar1 gerceklestirilirken 2014 yilinda kiraz
iretim alanm 790,420 da, iiretim ise 445.556 tona kadar ulasmistir (Cizelge 1.2.)
(Anonim, 2014b). Ulkemizin meyve vermeyen aga¢ varligi da goz oniinde
bulunduruldugunda gelecekte kiraz dretiminin ¢ok daha fazla olmasi
beklenmektedir.



Cizelge 1.2. 2003-2014 yillar arasinda Tiirkiye’ de kiraz {iretim alan1 ve miktar
(Anonim, 2014b)

Yillar Uretim alami (da) | Uretim miktari (ton)
2003 350.000 265.000
2004 376.500 245.000
2005 430.000 280.000
2006 488.604 310.254
2007 555.111 398.141
2008 579.510 338.361
2009 624.585 417.694
2010 670.459 417.905
2011 699.846 438.550
2012 744.138 470.887
2013 764.594 494,325
2014 790.420 445,556

Ulkemizin bircok bélgesinde kiraz yetistiriciligi yapilmaktadir (Cizelge 1.3.).
TUIK 2014 yil1 verilerine gére Ege bolgesi 328.911 da kiraz {iretim alan1 ve % 42’
lik pay ile birinci siradadir. Bu siray1 daha sonra Marmara, Akdeniz ve Karadeniz
bolgeleri takip etmektedir. Bolgelere gore kiraz iiretim miktarlarina bakildiginda,
2014 yilinda 155.730 tonluk kiraz tiretim miktar1 ve % 33.1” lik Tirkiye payi ile
Ege bdlgesi birinci sirada yer almaktadir. Marmara Bolgesi % 19,7 lik iretim
pay1 ile ikinci, % 16’ lik iiretim pay:1 ile de Akdeniz Boélgesi iiciincii sirada
bulunmaktadir (Anonim, 2014c).



Cizelge 1.3. Tirkiye’ de Bolgelere gore kiraz iiretim alanlart ve miktarlar
(Anonim, 2014c)

Uretim alam | Uretim alam Uretim Uretim
Bolgeler (da) ay1 (%) miktan miktari
payt (v (ton) pay1 (ton)
Ege 328.911 42 155.730 331
Marmara 133.113 17 88.271 19.7
Akdeniz 125.458 16 84.925 15.6
Karadeniz 92.518 15 75.202 15.2
i(; Anadolu 27.949 5.1 7.393 119
Dogu 3.071 25 4.084 2.9
Anadolu ' ' ' '
Gliney Dogu | 5 53 3.3 6.915 18
Anadolu
TOPLAM 735,550 337.595

Ege Bolgesinde izmir 118.029 da iiretim alan1 ve 41.023 tonluk {iretim miktar ile
[zmir birinci sirada yer almaktadir. Bu ilimizi 95.737 da alan ve 33.694 ton iiretimi
ile Manisa takip etmektedir (Cizelge 1.4.) (Anonim, 2014d). Ege Bolgesinin diger
illerinde ise Afyon, Denizli ve Kiitahya da kiraz yetistiriciliginin yaygin oldugu
goriilmektedir. Bunun disinda Ege Bolgesinde az da olsa Aydin, Usak ve Mugla
illerinde kiraz yetistiriciligi yapilmaktadir.



Cizelge 1.4. Ege Bolgesi illerinde kiraz tiretim alani, agag sayilari, iretim ve verim
miktarlar1 (Anonim, 2014d)

Meyve
Meyve vermeven Toplam o
. retim 1
Iller Alan | veren agac . y agac verim
(da) agag (ton) (kg)
sayis1 sayis1
sayisl
izmir 118029 | 2.975.330 | 802.226 | 3.777.556 | 41.023 | 14
Manisa 95737 | 2.062.472 | 1.198.294 | 3.260.766 | 33.694 | 16
Denizli 37398 660.649 246.380 | 907.029 | 19.771 |30
Afyon 33333 569.647 139.076 | 708.723 | 36.943 | 65
Kiitahya | 26128 755.165 181.235 | 936.400 | 13.925 |18
Aydm 9720 188.762 72.630 261.392 | 4512 |24
Usak 5899 80.115 35.186 115301 | 2.731 |34
Mugla 2667 89.060 14.446 103506 | 3.131 |35

Kiraz tretimde bazi hastalik ve zararlilar nedeniyle Onemli {riin kayiplari
meydana gelebilmektedir (Karaca vd., 1972; Gokge vd., 1998, Spotts vd., 1990).
Agaglarim dallarinda ya da tiimiinde meydana gelen kurumalar bu iiriin

kayiplarinin nedenlerinden biridir. Bu kurumalar bocek ve don zararindan, asi

uyusmazligindan ve hastaliklardan kaynaklanabilmektedir (Karaca vd., 1972;
Gokee vd., 2011).




Diinyada kirazlarda govde, dal ve siirgiinlerde kurumalara yol agan hastaliklarin
basinda Leucostoma kanseri (Cytospora kanseri) gelmektedir. Leucostoma
(Cytospora) kanseri tek yillik siirglinlerde genellikle yaprak izleri ve gozlerin
etrafinda koyulagmis ¢okiik alanlar seklinde ortaya ¢ikar ve geriye dogru 6liim ile
tim siirgiinler 6lebilmektedir. Kalin dallar da ise enfekteli kabugun ¢okiip ve
catlayip kurumasi ile kanser olusmaktadir. Kanserli kabuk dokusu altinda kararmis
bolgelerin olusumu yaygin olarak goriilmektedir. Hastalik i¢in tipik olmasa da
kanserli bolgede zamk akintist meydana gelebilir. Kanser dali cepecevre
sardiginda bu kismin istii oliir. Kanserler ana govde de olustugu durumda agacin
timi kurutabilmektedir (Biggs, 1989; Ogawa vd., 1995).

Ulkemizin bircok kiraz yetistirilen bolgesinde oldugu gibi Ege Bolgesinde de kiraz
iiretiminde karsilagilan en dnemli sorunlardan bir tanesi agaglarda meydana gelen
kurumalardir. Bu kurumalarin nedenlerinden biri, bazi Leucostoma tiirlerinin
neden oldugu Leucostoma Dal Kanseri hastaligidir (Gokge vd., 1998; Celiker ve
Kural, 2007). Ulkemizin farkli bélgelerinde yapilan calismalarda cesitli tas
cekirdekli meyve tiirleri lizerinde Leucostoma kanserinin varligi belirlenmistir.
Dogu Anadolu ve Ege Bolgelerinde yapilan survey calismalarinda gesitli tas
cekirdekli meyve tiirleri lizerinde Leucostoma kanserinin varligina rastlanilmistir
(Kural ve Erdiller, 1994; Gokge vd.,2011; Celiker ve Kural, 2007). izmir, Denizli,
Usak, Afyon ve Manisa illerinde ki kiraz alanlarinda yapilan caligmalarda da
Leucostoma spp.’nin varligi siklikla belirlenmistir (Y1lmaz, 2013).

Michigan eyaletinde seftali agaglarinda yapilan ¢alismalarda da bazi L. persoonii
populasyonlari igerisinde dsRNA igeren izolatlar belirlenmistir. Ancak hastaligin
biyolojik miicadelesinde hipovirulent izolatlarin kullanimi gergeklestirilmemistir
(Hammar vd., 1989; Jensen vd., 1995).

Calis ve Yanar (2015) Tokat kiraz ve visne bahcelerinde alinan odun dokusu
orneklerinden kiraz ve visnelerde kisa siirede Oliimlere neden olan faktorlerden
birinin Leucostoma spp.” nin yol agtigi Dal Kanseri olabilecegini bildirilmistir.
Leucostoma spp. izolatlar1 ile gergeklestirilen patojenisite testleri Leucostoma
izolatlarinin farkli seviyelerde virulentlige sahip oldugunu tespit etmislerdir.
Farkli seviyelerde viriilenslik gésteren bu hastalik etmenlerinin avirulent irklart
kullanilarak ¢apraz korunma ile virulent irklarin kontrol edilebilecegini bu nedenle
hipoviriilent 1rklarin aragtirillmast gerektigini bildirmislerdir (Calis ve Yanar,
2015).



Leucostoma ile ilgili yapilan ¢alismalar hem iilkemizde hem de diger iilkelerde
olduk¢a smirl sayidadir. Ayrica seftalide zarar olusturan Leucostoma spp.” da
dsRNA saptanmis olmasina karsilik (Hammar vd., 1989; Jensen vd., 1995, Adams
vd., 1989) kirazda sorun olan Leucostoma spp.” da dSRNA’nin varligi konusunda
herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamustir. Bu nedenle bu ¢alismada Ege Bolgesi
illerinde kirazlardan elde edilen Leucostoma spp. izolatlar1 misel gelisimi; dal
testi, elma testi ve dsRNA igermesi yoniinden incelenmistir. Kiraz agaglarindan
elde edilen Leucostoma spp. izolatlarinda elma testi ve dsRNA’ nin varligi ilk kez
bu ¢aligmada gergeklestirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Leucostoma Kkanseri ilk olarak Stewart vd. tarafindan 1900 New York eyaletinin
bati1 bolgelerinde tag cekirdekli meyve tiirlerinden seftali lizerinde saptanmistir
(Biggs, 1989). Bunu takiben Rolfs 1909 yilinda ABD-Missouri’ de ve 1912’ de ise
Kanada’da hastaligin yine seftalilerde zarar yaptigi Gussow tarafindan
bildirilmistir (Biggs, 1989).

Leucostoma kanseri, eski adlariyla Cytospora Kanseri ve Valsa Kanseri olarakta
bilinmektedir. Ge¢miste hastaligin diinyanin bir¢ok iilkesinde farkli konukgular
lizerinde gorildiigi bildirilmistir (Hayova ve Minter, 1998). Hastalik Kanada ve
ABD’ nin ozellikle kis1 soguk olan bdlgelerinde kiraz, nektarin ve seftalilerde
yaygin olarak bulunmaktadir. Aralarinda Tiirkiye’nin de oldugu bir¢ok Avrupa
iilkesinde seftali, kayis1 ve kirazlarda hastaligin yaygin oldugu bildirilmistir
(Hayova ve Minter, 1998).

Adams vd., (1989) ABD’ de farkli cografik bolgelerden seftaliden izole ettigi L.
persoonii ve L. cinctum izolatlarmin viriilenslikleri ve Kkiiltiirel 6zelliklerini
acisindan incelenmistir. Viriilenslik testlerinde seftalide L. persoonii’ nin L.
cinctum’ a gore viriilensliginin daha diisik oldugunu bulmuslardir. Ayrica
Leonian's malt ekstakt agar (LMA) ortaminda L. persoonii’ de koloni geligiminin
loblu ve petriyi tam olarak doldurmadigini, koloni renginin zeytini ve koyu renkte
oldugunu, 37° C’* de gelisebildigini ve piknit ¢apinin 1 mm’ den kiigiik oldugunu
tespit etmislerdir. Ayrica L. cinctum’ da koloni gelisiminin uniform (diizenli) ve
pamuksu goriintii olusturdugu, koloni renginin zeytini ve agik kahverengi oldugu,
37° C’ de gelisme gosteremedigi, izolatlarin neredeyse tlimiiniin biiytik piknit (1-3

mm) olusturdugu belirlenmistir.

Ulkemizde daha énce yapilan galismalarda farkli cografik bolgelerde kirazlarda iki
Leucostoma tiirlinlin varligir saptanmistir. Dogu Anadolu Bolgesinde kiraz
agaclarinda L. cinctum’un yayilis oran1 Erzincan’da %38,1 ve Glimiishane’de
%13,3 olarak belirlenmistir (Gokge vd., 2011). Ege Bolgesinde ise Aydin,
Canakkale, Denizli, Izmir, Mugla ve Usak illerinde kiraz ve seftali agaclarindaki
kanserlerden L. persoonii, erik agacindan ise L. cinctum izole edilmistir (Celiker
ve Kural, 2007). Yilmaz (2013)’ in yilinda Ege Bolgesinde kiraz agaglarindan
izole edilen izolatlarin L. cinctum olma olasiligini fakat kesin bir tani olabilmesi

icin mokiiler yontemlerin kullanilmasinin gerektegini rapor etmistir.



Hammar vd. (1989)° nin ABD’nin Michigan eyaletinde seftali agaclarinda L.
persoonii sitoplazmasinda dsRNA saptamis ve kiiltiirel 6zellikleri belirlenmistir.
Buna gore dsRNA igeren izolatlarin agik renkli oldugu, daha az yogunlukta misel
gelistirdikleri, hif uclarinda erimeler oldugu ve piknit olugturamadiklari
gozlenmistir. Ayrica dsRNA igeren iki izolat diger izolatlar ile karsilastirildiginda
olusturduklar kanserlerin boyutlarinin yar1 yariya azaldig tespit edilmistir.

Jensen ve Adams (1995) ABD ‘nin Kuzey Carolina eyaletinde seftali
bahgelerinden elde edilmis NC14.4A kodlu hipovirulent L. personii izolatinin
sitoplazmasindan dsRNA’ lar1 izole etmislerdir. Bu dsSRNA’ larin 7.9, 3.0, 2.8, 2.6,
2.3 ve 0.7 kb arasinda degisen molekiiler agirlikta olan en az 6 farkli segmentten
olustugunu tespit etmislerdir. Bu izolatin kiiltiirde gelisen hif uglarindan elde
edilen HT kodlu izolatinda ise bu dsRNA segmentlerinden dordiiniin kayboldugu
ve sadece 7.9 ve 2.3 kb lik olanlarin kaldig1 belirlenmistir. Bu izolatin kiiltiirde
gelisme hizi ve spor olusturma o6zelliklerinin viriilent izolatlarla ayni oldugu,
ancak kanser olusturmada hipovirulent 6zelligini korudugu ayni arastiricilar
tarafindan ortaya konulmustur.

Adams vd. (1990) ABD’ nin Michigan eyaletinde iki farkli seftali bahgesinden
toplanan L. persoonii izolatlarinda hipoviriilensligin yayilmasinda onemli olan
VCG (vejetatif uyum grubu) ¢esitligini belirlemiglerdir. Calismada bir bahgedeki
24 izolat arasinda 13 farkli VCG, ikinci bahgede ise 65 izolat arasinda 23 farkli
VCG bulmuslardir. Bu sonuglar L. persoonii’ de VCG gesitliligin oldukg¢a yiiksek
oldugunu ortaya koymustur.

Peyambari vd. (2014) Iran’ da seker kamisindan elde edilen Cytospora sacchari
izolatindan molekiiler agirlhigr 1.85, 1.65 ve 1.27 kbp olan dsRNA segmentlerini
elde etmiglerdir. Bu virlisin genom yapisin1 incelencelediklerinde ise
Partitiviridae familyasina ait oldugunu tespit etmislerdir. Fakat elde edilen 1.27
kbp olan dsRNA segmentinin molekiiler agirliginin digerlerinden kiiciik olmasi
nedeniyle bu dsRNA segmentinin kusurlu olabilecegi belirtilmistir.

Bazi arastirmacilar Leucostoma spp. ile igili kestane kanserinde oldugu gibi
dsRNA iizerinde ¢alisma yapmis (Adams vd., 1989; Jensen and Adams, 1995)
olmasina karsilik hipovirulenslik ve bunun hastaligin miicadelesinde kullanimi
izerinde arastirmaya rastlanmamustir. Zaten konuyla ilgili 1995 yilindan sonra
herhangi bir ¢alisma da bulunmamaktadir. Ulkemiz 6nemli bir kiraz iireticisi



10

oldugu igin hastaligin biyolojik miicadelesine yonelik kestane kanseri 6rneginde
oldugu gibi ¢aligmalarin yapilmasi gerekmektedir.

Hipovirulenslik kestane kanseri (Cryphonectria parasitica)’ nin biyolojik
miicadelesinde  kullanilan en etkili miicadele yontemlerinden  biridir
(Anagnostakis, 1982; Milgroom ve Cortesi, 2004).

Hipoviriilenslik virulent bir fungusun bazi dsRNA fungal viriisleri ile enfekte
olduktan sonra virulensliginin azalmasi sonucu ortaya c¢ikan bir durumdur
(Anagnostakis, 1982). dsRNA fungal viriisleri sitoplazmasinda bulundugu
hipoviriilent bir bireyden anastomosis yolu ile bagka bir bireye gecebilmektedir.
Ancak anastomosis vejetatif olarak uyumlu olan bireyler arasinda
gerceklesmektedir. Birbirleri ile genetik yonden benzer ve anastomosis
olusturabilen bireylerin olusturdugu gruplara vejetatif uyum gruplar1 (VCGs) adi
verilmektedir (Leslie, 1993). Bir fungal populasyonda VCG gesitliligi ne kadar az
ise hipoviriilensligin yayilmasi o kadar hizli olmaktadir (Milgroom ve Cortesi,
2004).

Nuss (1992) fungusa transformasyon sistemlerinin gelistirilmesiyle dsRNA’ dan
tiim uzunlukta cDNA {iretebilmis ve bunu viriilent irklara aktarmigtir. Bu durum
viriilent irklarin hipoviriilent olmasi ile sonuglanmig ve ortaya ¢ikan tiim 6zellikler
hipoviriilent 1rklarda oldugu gibi yavas gelisme, soluk renklenme ve azalan
sporulasyon olarak gdzlenmistir. Boylece dsRNA hipoviriilensligin nedeni olarak

acikca ortaya konmustur.

Kestane Kanseri etmeni C. parasitica’ nin virilensliklerinin belirlenmesinde
oncelikle kiiltiirel 6zelliklerine bakilmaktadir. Milgroom ve Cortesi (2004)’ nin
belirttigi iizere kiiltiirlerde krem- beyaz gelisen ve az spor veren izolatlar diisiik
viriilensli (hipoviriilent) , digerleri yani kirmizi-turuncu renlte gelisen ve bol spor
olusturan izolatlar viriilent olarak kabul edilmistir. Fakat fenotipik ozelliklere
bakilarak izolatlarin viriilensliklerini ~ belirlmenmesini her zaman dogru
olmamaktadir. Nitekim beyaz renkte gelisen C. parasitica izolatlarinda genellikle
dsRNA bulunurken bazi turuncu renkteki izolatlarinda dsRNA igerebilecegini
belirtilmistir (Fulgright, 1984; Chung vd., 1994). Bu durumda turuncu gelisen
kiiltiirlerin iginde de hipoviriilent bulunabilecegini gostermektedir. Van Alfen vd.
(1978)’ de Bonifacio ve Turchetti’ nin kiiltiirde turuncu renk gelisim gosteren
Italyan-hipoviriilent izolat bulduklarini bildirmistir.
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Ulkemiz 6nemli bir kiraz iireticisi oldugu gergeginden bakacak olursak, Kestane
kanseri orneginde oldugu gibi kiraz dal kanserinde de biyolojik miicadelenin
uygulanabilmesi akilci bir yaklasim olacaktir. Bunun i¢in Oncelikle bu
aragtirmanin konusu olan Leucostoma spp. izolatlarinin dsRNA varligi y6niinden
incelenmis olmasi gerekmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calisma Eyliil 2013- Subat 2015 yillar1 arasinda Adnan Menderes Universitesi,
Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma B6liimii Viroloji Laboratuvar: ve Adnan Menderes
Universitesi TARBIYOMER Arastirma Laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir.

3.1. Materyal

Adnan Menderes Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Béliimiinde
damismani Dog. Dr. Omer ERINCIK olan Ethem YILMAZ’ in ‘Ege Bolgesinde
Kirazlardan Elde Edilen Leucostoma Tiirlerine Ait izolatlarin Kiiltiirel ve
Patojenik Ozelliklerinin Belirlenmesi’ konulu tamamlamus oldugu Yiiksek Lisans
tez calismasinda kullanilan izolat 100 izolat setinden segilerek calismanin ana
materyalini olusturmustur. Kullanilan izolatlar izmir, Manisa, Afyon, Denizli ve
Aydmn illerini temsil edecek sekilde alinmistir (Yilmaz, 2013).

Bir yasinda Napolyon (0900 Ziraat) ¢esidine ait siirglinler ve Elma (Granny Smith)
viriilenslik testinde kullanilmistir. Viriilenslik testlerinden sonra segilen
Leucostoma spp. izolatlart dsRNA analizi kullanilarak yapilmistir. Pozitif kontrol
olarak kestane kanserinde hipoviriilent oldugunu bildigimiz USA-2 (CHV1) izolati
kullanilmistir. Negatif kontrol olarak yapilan 100 Leucostoma izolati igerisinde
virlilensligi yiiksek olan Ki- 778 pik. izolati kullanilmustir.

3.2. Yontem
3.2.1. Viriilenslik Testleri
3.2.1.1. Kesik dal testi

Izolatlarin viriilenslik testleri kesilmis dal testi yontemi ile yapilmistir. (Scorza ve
Pusey, 1984). Bu test i¢in Denizli-Honaz’ dan alinan ‘0900 Ziraat’ (Napolyon)
kiraz ¢esidinden kesilmis 20 cm boyunda ve 1-1,5 cm ¢apinda homojen
goriintimli bir yillik dallar kullanilmistir. Her bir izolat i¢in dort dal ve her dal bir
tekerriir olarak kabul edilmistir. Yiizey dezenfeksiyonu icin % 1’ lik sodyum
hipoklorit igerisinde 1,5 dakika bekletilen dallar 1 dakika steril saf su igerisinden
durulandiktan sonra steril kurutma kagitlar1 arasinda kurumalari saglanmistir.
Daha sonra her bir dalin u¢ kismmin 10 cm asagisindan olacak sekilde, kabuk
dokusundan mantar delici ile 5 mm capinda bir disk ile yara agilmistir. Yaranin
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tizeri serit parafilm ile sarilmis ve sonrasinda dallar 3 giin + 4° C” de bekletilmistir.
Bu siire sonrasinda serit parafilm kaldirilmig ve yara bolgesine, PDA’ da
geligtirilen 5 glinliik izolat kiiltiirlerinden alinan geng miselyal alta gelecek sekilde
yerlestirilerek tizeri serit parafilm ile tekrar sarilarak kapatilmigtir. Kontrol
dallarina sadece steril agarli disk yerlestirilmigtir. Daha sonra dallar, icerisinde
nemli perlit bulunan 0,5 It* lik saksilara, ¢elik koklendirme yonteminde oldugu
gibi batirilmig ve {izerine nemlendirilmis seffaf plastik torba gegirilerek iklim
odasina yerlestirilmistir (Sekil 3.1.). Iklim odasinin kosullar1 24° C sicakliga ve 14
saat aydinlik ve 10 saat karanlik olacak sekilde ayarlanmistir. Inokulasyondan 15
gilin sonra saksilarin iizerindeki plastik posetler kaldirilmis ve inkiibasyona iki
hafta daha devam edilmistir. Siirenin Sonunda dallar kanser olusumu yoniinden
degerlendirilmistir. Degerelendirmelerde inokulasyon yeri ve kanserli alanin
kabuk dokusu bistiiri ile kazindiktan sonra kararan bolgenin boyuna uzunlugu
cetvel ile Olgiilmiistiir. izolatlarm olusturduklar1 kanser boyutlar1 gdz oniinde
bulundurularak izolatlar birbirleri ile karsilastirilip saldirganlik dereceleri ortaya
konmustur.

Sekil 3.1. Leucostoma spp. izolatlarinin kesilmis kiraz dallari {izerindeki
viriilenslik testleri; a) Dallara yara agma islemi b) inokule edilen
dallarin iklim odasinda inkiibasyonu
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3.2.1.2. EIma meyvesi iizerinde viriilenslik testi

Izolatlar Granny Smith elma meyveleri iizerinde viriilenslik testine tabi
tutulmustur (Hammar vd., 1989). Bunun i¢in homojen biiyiikliikkte ve olgunlukta
olan elma meyveleri segilerek yikanmig ve %70’ lik alkol ile yiizey
dezenfeksiyonu yapilmistir. Daha sonra her iki meyve tizerinden mantar delici ile
6 mm ¢apinda 4 mm derinliginde 3 tane disk ¢ikartilmistir. Denemede her izolat
icin iki elma kullanilmistir. izolatlarin 5 giinliik kiiltiirlerinden 4 mm’ lik miselyal
diskler acilan iki deligin igerisine, 3. deligin icerisine de viriilent oldugunu
bildigimiz USA-2 izolat1 yerlestirilmistir. Kontrol i¢in kullanilan elmalara sadece
steril agar diski konulmustur. inokule edilen bolgelerin kurumasini engellemek
icin elmalar tek tek plastik poset igerisine yerlestirilip, agz1 kapatilmistir. IKlim
odasinda karanlikta 10 giin slire ile inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.2.).
Olgiimler 5. giin ve 10. giin olmak iizere iki defa yapilmistir. inkiibasyondan sonra
meyve iizerinde olusan lezyonlarin ¢ap1 Olglilmek suretiyle degerlendirme
yapilmstir.

Elma testinde lezyon ¢ap ve dal testinde lezyon uzunluklar1 6l¢iim sonuglar1 SPSS
analizine tabi tutulmustur. Bu analiz sonucunda viriilensligi diisiik ve orta olan 4
gruptan 21 adet, viriilensligi yiiksek 1 gruptan 5 adet olmak iizere toplam 26 izolat
dsRNA analizi i¢in se¢ilmistir.

Sekil 3.2. Leucostoma spp. izolatlarinin elma {iizerindeki viriilenslik testleri;

a) Leucostoma izolatimin elma tizerindeki yara igerisine
yerlestirilmesi b) Inokule edilen elmalarin iklim odasinda
inkubasyonu
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3.2.1.3. dsRNA analizi

Dal ve elma testi sonuglarinin degerlendirilmesine gore segilen 26 izolat dSRNA
icerip igermedikleri yoniinden incelenmistir. Izolatlar PDA iizerinde 4 giin
gelistirildikten sonra selefon disklere yerlestirilmis ve 7 giin boyunca 24 °C’ de
inkubat6r igerisinde bekletilmistir (3.3.).

Sekil 3.3. PDA iizerinde gelisen 4 giinliik Leucostoma spp. izolatlar

dsRNA izolasyonu C. parasitica i¢in uygulanan yonteme gore yapilmistir (Morris,
ve Dods, 1979; Robins ve Griffin, 1997; Valverde, 1990). Analize baglamadan
once selefon diskte 7 giin gelismis olan miselyal steril alimunyum folyo igerisine
1-10 gr alinarak -20 °C’ de bekletilmistir. -20 °C” den ¢ikarilan miselyal porselen
havan igerisinde toz haline gelene kadar ezilmistir. Toz halindeki 6rnek 30 ml agz
kapakl1 tiiplere yerlestirilerek iizerine 10 ml 2 X STE + 0.5 ml % 10’ luk SDS + 11
ml fenol-8 hidroksiquinolin + 5 ml kloroform: isoamilalkol (24:1) ilave edilmistir.
Daha sonra tiipler sharker’ da 160 devirde 30 dakika buz igerisinde tutulmustur.
Ornekler 8000 g’ de 30 dakika +4 °C’ de santrifiij edilmis ve iist faz steril 50 ml’
lik tiiplere aktarilmustir. Daha sonra bu 6rnekler 20 ml olacak sekilde 1x STE (100
mM NaCl, 50 mM Tris, 1 mM EDTA) ile tamamlanarak ve 4 ml etanol ilave
edilip bir gece +4 °C’ de bekletilmistir. dSRNA’ nin bitkiye ait RNA ve DNA’ dan
ayrilacagi CF-11 seliiloz kolon kromatografi hazirlanmis ve 6rnekler kolonlara
aktarildiktan sonra %17 etanol igeren 80 ml 1X STE tampon soliisyon ile yikanmig
son damlaya kadar bitmesi beklenmistir. Daha sonra 12 ml STE ilave edilmis altta
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biriken siispansiyon tiiplere toplanana kadar beklenmistir. Bu islemden sonra
tiipler icerisine 18 ml etanol ilave edilerek -37 °C’ de bir gece bekletilmistir (Sekil
3.3.). Ertesi giin ornekler -37 °C’ den cikartildiktan sonra +4 °C’ de 8000 g
devirde 30 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra sivi kisim bosaltilmis
dipte kalan peletin kurumasi igin tiipler ters ¢evrilmistir. Tiipler kuruduktan sonra
200 pyL 1X TE (50 mM Tris, 1 mM EDTA) ile resiispanse edilmis ve steril
ependorf tiipe mikropipet yardimiyla aktarilmistir. Daha sonra orneklere 1 pL
DNAse ve 1 uL MQCI2 ilave edilerek DNA’ dan tamamiyla arindirilmasi
saglanmistir. Daha sonra tliplere 900 pL etanol ilave edilerek —37 °C’* de 1 gece
bekletilmistir. Ertesi giin 6rnekler dondurucudan ¢ikarildiktan sonra -4 °C’ de
8000 g’ de 40 dakika santrifiij edilmistir. Tiipteki sivi bosaltilip, tiipler kurumasi
icin ters ¢evrilmistir. Tipler kuruduktan sonra 1X TBE (90 mM Tris, 90 mM
Borik Asit, 1 mM EDTA) ilave edilip resiispanse edilmistir. Bu islemden sonra
tiiplere kisa bir spin yaptirilmustir. Tipteki sivi mikropipet yardimiyla alinarak
steril ependorf tiiplere aktarilmgtir. Ornekler aktarildiktan sonra 900 uL ve 30 pL
sodyum acid ilave edilerek -37 °C’ de bir gece bekletilmistir. Dondurucudan
¢ikarilan 6rnekler -4 °C’ de 5000 g’ de 20 dakika santrifiij edilmistir. Santrifijiin
ardindan sivi bosaltilmis ve tiipler kuruyana kadar bekletilmistir. Tiipler

kuruduktan sonra 20 pL steril su ile resiispanse edilmistir. Daha sonra her bir tiipe
10 uL BPB ilave edilmistir. dSRNA lar %0.7’ lik agarozda 60 V’ da 2.5 saat 1X
TBE tampon soliisyonda elektroforezde analiz edilmistir. Molekiiler agirlik
standardi olarak Hind IIT ile kesilmis DNA kullanilmistir. Jelin UV 1s1k altinda
goriintiisli alinmastir.

Sekil 3.4. Leucostoma spp. izolatlarimin dsRNA analizi a) Fungus miselyalinin
ezildikten sonra tiiplere yerlestirilmesi b) CF Il cellulose kolon
kromotografisi
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3.2.1.4. Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonunda Qiagen Plant Mini dsSRNA Extraction kiti kullanilmuistir
(Fossiac vd., 2001). Bu kitin kullanimindaki agamalar agsagida verilmistir.

1. Kuru agirhigr yaklasik 80 mg civarinda selefon iizerinde gelisen miselyum 2.0
ml’ lik steril mikrosantrifiij tlipleri icerisine yerlestirilmistir. Miselyum tiiplere
igerisine yerlestirilmeden once 1 giin boyunca -80 °C’ de bekletilmistir.

2. Ezilme isleminden sonra tiip igerisine 450 uL. RLC buffer ilave edilmis ve
resiispanse edilmistir.

3. Tup kuvveti bir sekilde vortexlendikten sonra 3 dakika 56 °C’ de inkiibe
edilmistir.

4. Lizat 2 ml’ lik lila Qiashredder kolonu igerisine dokiildii ve 2 dakika 15000
rpm’ de santrifiij edildi.

5. Tipiin dibinde olusan pelet bozulmadan supernatant kisim dikkatli bir sekilde
yeni bir tiipe aktarilmigtir.

6. Lizata 200 uL 0.5 M %96-%100 EtOH ilave edilerek pipet yardimi ile

karigtirilmstir.

7. Ornek ¢okelti meydana gelmeden 2 ml® lik toplama igerisine yerlestirilek pink
RNeasy spin kolon tiipiine aktarilmistir. Yavas bir sekilde kolonun kapagi
kapatilip minumum 10,000 rpm’ de 22 saniye santrifiij yaptirilmustir.

8. Santrifiij bittikten sonra siipernatant kisim dokiilmiistiir.

9. Kolon iizerine 700 uL. RW1 Buffer ilave edilmistir. Yavas bir sekilde kolonun
kapag1 kapatilip minumum 10, 000 rpm’ de 22 saniye santrifiij yapilmistir.

10. S1v1 kisim dokiilmiis ve toplama tiipii yeniden kullanilmigtir.

11. Kolon igine 500 uL Buffer RPE koyulmustur. Kapak yavasca kapatilip,
minumum 10, 000 rpm’ de 22 saniye santriflij yaptirilmstir. Sivi kisim bosaltilip,
tiipler tekrar kullanilmustir.
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12. Kolon igine 500 pL Buffer RPE ilave edilmis ve 10, 000 rpm’ de 2 dakika
santrifiij yaptirilmistir. Sivi kisim dokiiliip, tiipler atilmisgtir.

13. RNeasy kolon yeni olan 2 ml’ lik toplama igerisine yerlestirildikten sonra 1
dakika boyunca 10,000 rpm’ de 1 dakika santrifiij edilmistir.

14. RNeasy kolon 1,5 ml’ lik mikrosantrifiij tiiplerine yerlestirildikten sonra 30- 50
(ideal olan 40) uL RNase free water dogrudan dondiirerek kolon membranina
eklenmistir. Kapak kapatildiktan sonra 1 dakika 10,00 rpm’ de santrifiij edilmistir.

15. Yeni bir 1,5 ml mikrosantrifiij tiip kullanilarak 14. basamak tekrar edilmistir.

16. 15. Adimda elde edilen 6rnek miktar1 igerisindeki RNA 9%15-30 oraninda
azalma olmaktadir (Sekil 3.4.).

Sekil 3.5. Leucostoma spp. izolatlarmin total RNA izolasyonu asamalar
a) Miropipet ile orneklerin epondorfa aktarim c¢) Orneklerin
elektroforeze yiikleme iglemi
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Viriilenslik Testleri
41.1. Kesik Dal Testi

Napolyon kiraz ¢esidi tizerine kesilmis dal yontemi ile yapilan viriilenslik testleri
sonucunda, test edilen 100 izolatin viriilenslik dereceleri belirlenmistir. Iklim
odasinda 24 °C ve 30 giinliik inkubasyonun ardindan, inokiile edilen dallarin
kabuk dokusunda ortalama 1 ile 14 cm arasinda degisen lezyonlar meydana
gelmistir. Bunun disinda lezyon gelismeyen dallarda gézlemlenmistir. Hi¢ lezyon
gelistirmeyen 3 izolat ve lezyon biiyiikliik ortalamalar1 6 cm ve altinda olan 13
izolat viriilenslikleri yontinden diisiik olarak kabul edilmistir. Olusturduklart
lezyon biiytiklikleri yoniinden 84 izolattan 14 tanesi 7- 10 cm araliginda yer
almislar ve bunlarin viriilenslikleri orta derece olarak degerlendirilmistir. Geriye
kalan 11- 14 cm araliginda ki 70 izolat ise olusturduklari lezyon biiyikliikleri
yoniinden yiiksek viriilens olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.1.). Kontrol
grubunda herhangi bir lezyon belirtisi gézlemlenmemistir (Cizelge 4.1.). Dallarda
gbzlenen lezyon uzunluklari SPSS analizine tabi tutulmus ve analiz sonuglar
Cizelge 4.2.° de verilmistir. Cizelge 4.2.” de goriildiigii gibi izolatlar istatistiki
olarak birbirinden farkli alt1 grup olusturmustur.
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Cizelge 4.1. Leucostoma spp. izolatlarinin ‘Napolyon’ kiraz ¢esidi dallar1 iizerinde
olusturduklari lezyon biiytikliiklerine gére gruplandirilmasi

Lezyon capi Izolat Izolatlar

arahg (cm) sayisl

Gelisme 3 Ki-301A, Ki-194, Ki-343

olmayanlar

1-6 cm (diistik 13 Ki-220B, Ki-60, Ki-222A, Ki-166B, Ki-477, Ki-

virtilenslik) 335, Ki-52, Ki-376, Ki-280, Ki-407, Ki-359, Ki-
166A, Ki-253

7-10 cm (orta 14 Ki-238, Ki-110B, Ki-463, Ki-90, Ki-150, Ki-164,

virtilenslik) Ki-440, Ki-384, Ki-411, Ki-435, Ki-173, Ki-487,
Ki-220A, Ki-429

11-14 cm 70 Ki-778 pik., Ki-249, Ki-199, Ki-461, Ki-241, Ki-

(ylksek 283, Ki-425, Ki-266, Ki-460, Ki-236, Ki-460, Ki-

viriilenslik) 236, Ki-134, Ki-134B, Ki-497, Ki-137, Ki-500, Ki-

786, Ki-422, Ki-263, Ki-342, Ki-270, Ki-374, Ki-
400, Ki-480, Ki-8, Ki-456, Ki-415, Ki-189B, Ki-
447, Ki-85, Ki-205, Ki-39, Ki-275, Ki-338, Ki-157,
Ki-492, Ki-250, Ki-112, Ki-279, Ki-229, Ki-394,
Ki-360, Ki-777, Ki-358, Ki-16, Ki-374a, Ki-213,
Ki-476, Ki-457, Ki-93B, Ki-78, Ki-451, Ki-159, Ki-
325, Ki-475, Ki-431, Ki-125, Ki-219, Ki-398, Ki-2,
Ki-271, Ki-87, Ki-471, Ki-493, Ki-237, Ki-165, Ki-
251, Ki-121, Ki-445, Ki-427, Ki-239

Cizelge 4.2. Kesilmis dal testinde SPSS analizine gore secilen dSRNA izolatlarinin

gruplandirilmasi
Grup izolatlar
A Grubu Ki-301A, Ki-194, Ki-343
AB Grubu Ki- 60
ABC Grubu Ki-376
ABCD Grubu Ki-280
ABCDE Grubu Ki-166B, Ki-407, Ki-166A, Ki-52, Ki-253

BCDE Grubu Ki-335, Ki-359, Ki-220A, Ki-222A, Ki-477, Ki-90




21

Sekil 4.1. Leucostoma spp. izolatlarinin ‘Napolyon’ kiraz ¢esidinde olusturduklari
lezyonlar a) Lezyon gelisimi olmayan (Ki-301A) b) Diisik
viriilenslik reaksiyonu (Ki-52) c¢) Orta viriilenslik reaksiyonu (Ki-
166A) d) Yiiksek viriilenslik reaksiyonu (Ki-359)
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Yapilan dal testinin sonucunda 3 izolat (Ki-301A, Ki-194, Ki-343) hi¢ lezyon
gostermemis olmasina ragmen Yilmaz (2013)” in ayni izolatlar1 kullanarak yaptigi
calismada test edilen Leucostoma spp. izolatlarinin hepsinin kirazda patojen
oldugunu bildirilmistir. Yapilan bu iki ¢aligmada da patojenlerin viriilenslikleri
aralarinda farkliliklar oldugu belirlenmistir. Ayrica ayni ¢alismada kesik dal testi
uygulamasi yapilan erik, seftali, kayisi, badem g¢esitlerinin Leucostoma spp.’a
duyarlt oldugu bildirilmistir. Erincik (2006) C. parasitica’ da yapmis olduklart dal
testinde de kestane tiplerinde olusan nekrotik lezyonlarin c¢aplari arasinda
istatistiksel acidan 6nemli farklarin oldugunu bildirilmistir.

4.1.2. Elma Testi

Leucostoma spp.” den elde edilen 100 izolatin patojenite agisindan elma
meyvelerinde olusturduklar1 lezyonlarin biiyiikliiklerini degerlendirmek {izere
yapilan inokulasyonlar sonucu meyvelerde ¢esitli boyutlarda yuvarlak, kahverengi,
yumusak ve hafif ¢okiik lezyonlarin olustugu gézlemlenmistir (Sekil 4.2.).

Sekil 4.2. Leucostoma spp. izolatlarinin Granny Smith elma ¢esidinin meyveler
tizerinde olusturduklari farkli boyutlardaki lezyonlar
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Inokiilasyondan bes giin ve on giin sonra olmak iizere iki kez lezyon ¢ap1 6lgiimii
yapilmigtir. Besinci giin yapilan l¢iimlerde ortalama lezyon ¢aplarinin 1,2-2 cm
arasinda oldugu ve bazi1 meyvelerde lezyonlarin goriilmedigi gozlemlenmistir. 10.
giin yapilan ol¢iimlerde ise ortalama lezyon caplarinin 1,6- 3,8 cm arasinda oldugu
ve 5. giin Olciimlerinde lezyon goriilmeyen izolatlarin 10. giinde de lezyon
gostermedigi gozlemlenmistir (Cizelge 4.3., Cizelge 4.4.). Lezyon gaplarina gére
elde edilen sonuglar SPSS analizine tabi tutulmus ve sonuglar Cizelge 4.5.” de
verilmistir. Cizelge 4.5.” de goriildiigii gibi izolatlar istatistiki olarak birbirinden
farkli alt1 grup olusturmustur.

Cizelge 4.3. Leucostoma spp. izolatlarinin elma {izerinde 5. giinde olusturduklar
lezyon biiyiikliiklerine gore gruplandirilmasi

Lezyon Capi Arahg | Izolat izolatlar

(mm) Sayisi

Gelisme olmayanlar 6 Ki-301A, Ki-343, Ki-60, Ki-376, Ki-173, Ki-87

1-2 cm (disiik 26 Ki-778 pik., Ki-249, Ki-199, Ki-241, Ki-283, Ki-236,
viriilenslik) Ki-137, Ki-90, Ki-335, Ki-359, Ki-374a, Ki-325, Ki-

159, Ki-451, Ki-125, Ki-219, Ki-398, Ki-2, Ki-271, Ki-
237, Ki-165, Ki-220A, Ki-112, Ki-487, Ki-427, Ki-239

2,5-5 cm (orta 68 Ki-238, Ki-110B, Ki-463, Ki-150, Ki-164, Ki-440,
viriilenslik) Ki-384, Ki-411, Ki-435, Ki-429, Ki-220B, Ki-222A,
Ki-166B, Ki-477, Ki-52, Ki-280, Ki-407, Ki-166A, Ki-
253, Ki-461, Ki-241, Ki-283, Ki-425, Ki-266, Ki-460,
Ki-460, Ki-236, Ki-134, Ki-134B, Ki-497, Ki-500, Ki-
786, Ki-422, Ki-263, Ki-342, Ki-270, Ki-374, Ki-400,
Ki-480, Ki-8, Ki-456, Ki-415, Ki-189B, Ki-447, Ki-85,
Ki-205, Ki-39, Ki-275, Ki-338, Ki-157, Ki-492, Ki-250,
Ki-279, Ki-229, Ki-394, Ki-360, Ki-777, Ki-358, Ki-16,
Ki-213, Ki-476, Ki-457, Ki-93B, Ki-78, Ki-475, Ki-431,
Ki-471, Ki-493,Ki-251, Ki-121, Ki-445, Ki-194
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Cizelge 4.4. Leucostoma spp. izolatlarinin elma iizerinde 10. giinde olusturduklar
lezyon biiytikliiklerine gére gruplmasi

Lezyon Cap1 izolat izolatlar

Araligi (cm) Sayisi

Gelisme 6 Ki-173, Ki-87, Ki-376, Ki-301A, Ki-60, Ki-343
olmayanlar

1,6-3,8 cm (orta 9 Ki-360, Ki-407, Ki-280, Ki-422, Ki-137, Ki-110B, Ki-
viriilenslik) 134, Ki-199

4< cm (yiiksek 90 Ki-238, Ki-463, Ki-150, Ki-164, Ki-440, Ki-384, Ki-
viriilenslik) 411, Ki-435, Ki-429, Ki-220B, Ki-222A, Ki-166B, Ki-

477, Ki-52, Ki-166A, Ki-253, Ki-461, Ki-241, Ki-283,
Ki-425, Ki-266, Ki-460, Ki-236, Ki-134B, Ki-497, Ki-
500, Ki-786, Ki-263, Ki-342, Ki-270, Ki-374, Ki-400,
Ki-480, Ki-8, Ki-456, Ki-415, Ki-189B, Ki-447, Ki-85,
Ki-205, Ki-39, Ki-275, Ki-338, Ki-157, Ki-492, Ki-250,
Ki-279, Ki-229, Ki-394, Ki-777, Ki-358, Ki-16, Ki-213,
Ki-476, Ki-457, Ki-93B, Ki-78, Ki-475, Ki-431, Ki-471,
Ki-493,Ki-251, Ki-121, Ki-445, Ki-194, Ki-778 pik.,
Ki-249, Ki-241, Ki-283, Ki-236, Ki-90, Ki-335, Ki-
359, Ki-374a, Ki-325, Ki-159, Ki-451, Ki-125, Ki-219,
Ki-398, Ki-2, Ki-271, Ki-237, Ki-165, Ki-220A, Ki-112,
Ki-487, Ki-427, Ki-239
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Cizelge 4.5. Elma testinde SPSS analizine gore secilen dsRNA izolatlarinin

gruplandirilmasi
Grup izolatlar
A Grubu Ki-343, Ki-60, Ki-301A, Ki-376, Ki-87, Ki-173
B Grubu Ki-241
BC Grubu Ki-199
BCD Grubu Ki-271, Ki-125, Ki-394, Ki-219, Ki-220A, Ki-239
BCDE Grubu Ki-451
BCDEF Grubu Ki-778 pik., Ki-236

Bu ¢aligmada ilk defa Leucostoma spp. ile elma testi yapilmis oldugu i¢in elde
edilen sonuglar C. parasitica’ da uygulanan elma testi ile karsilastirilmustir.

Elma testinde Leucostoma spp. izolatlarinin elma {izerinde olusturdugu lezyonlarin
caplar1 distik viriilenslik gosteren izolatlarda birbirine yaklasik iken yiiksek ve
orta virlslenslik gosteren izolatlarda caplar birbirinden farklilik gdstermistir.
Bisiach vd. (1988) elma testinde C. parasitica’ nin viriilent ve hipoviriilent
izolatlarinin olusturdugu lezyonlarin biiyiikliiklerinin yaklasik olmasi nedeniyle
glivenilir olmadigini ileri siirerken, Elliston (1985) ve De Lange vd. (1998) elma
testi sonuglarinda lezyon ¢aplarinin birbirinden farkli oldugunu bularak viriilent ve
hipoviriilent izolatlarin bu yoOntemle kolaylikla ayrilabilecegini ve ayrica
izolatlarin virtilensliklerinin kisa siirede olgiilebilecegini belirtmislerdir. Lee vd.
(1992)’ da bu test ile sonuglar kisa siirede alinsa da doku farklilig1 nedeniyle elma
testi sonuglarmin kestanede yapilacak test sonuglarini yansitmayacagini,
izolatlarin  virllensliklerinin  kestane dokular1 iizerinde degerlendirilmesi

gerektigini belirtmistir.
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Elma testinde hi¢ lezyon belirtisi gostermeyen Ki-301A ve Ki-343 izolatlariin dal
testinde de herhangi bir belirti vermedigi gozlenmistir ( Cizelge 4.3.). Fulbright
(1984)’ da kestane kanserinde elma ve dal testinden elde edilen lezyon 6l¢iim
sonuglarinin birbirlerine ¢ok yakin oldugunu bildirmistir.

Dal testi ve elma testi testinde lezyon uzunlugu ve lezyon capina gore belirlenen
izolatlar istatistik analiz sonuglarma gore gruplandirilmistir. Dal testi SPP
analizine sonuglarina gére A grubundan 3, AB grubundan 1, ABC grubundan 1,
ABCD grubundan 1, ABCDE grubundan 3, BCDE grubundan 4 izolat; elma
testinin sonuglarina goére A grubundan 6, B grubundan 1, BC grubundan 1, BCD
grubundan 6, BCDE grubundan 1, BCDEF grubundan 2 toplam 26 izolat dSRNA
analizinde kullanilmak {izere secilmistir. dSRNA analizi i¢in segilen 26 izolatin
6°s1 diisiik viriilenlenslik gosteren, 15’1 orta derece virillens ve 5’1 yiiksek
virlilenslik gosteren gruplardan alimmustir. Bunun nedeni genellikle funguslarda -
virulensi diisiik olan izolatta da dSRNA bulunacabilecegi gibi virulent olan
izolatlarda da bulunabilme ihtimalini arastirmak i¢indir.

4.1.3. dsRNA Analizi

Diisiik ve yiiksek virulenslik gosteren 26 izolatin tig tekrarli olarak dsSRNA analizi
yapilmigtir. Sadece 6 izolatta dSRNA profili belirlenmis fakat ikinci yinelemede bu
izolatlardan sadece 3 tanesinde dsRNA profili goriilmiistiir. Bunun tizerine tigiincii
tekrarda ise daha once dsRNA profili belirlenen izolatlarin hi¢gbirinde dsRNA
profiline rastlanmamustir (Sekil 4.3., Sekil 4.4., Sekil 4.5 ). Pozitif kontrol olan
USA-2 (CHV1, 12 kb) izolatimin molekiiler agirligi ile dsSRNA profili goriilen 6
izolatin molekiiler agirliginin birbirine yakin oldugu gozlemlenmistir. dSRNA
profili gérdiigiimiiz 6 Leucostoma spp. izolatlarinn Izmir (Ki-394, Ki-280, Ki-
301A, Ki-407), Manisa (Ki-376) ve Denizli (Ki-52) illerinden elde edilen izolatlar
oldugu belirlenmistir. Nitekim Marquez vd. (2007) Curvularia protuberata
etmeninde bulunan dsRNA’ larin kuruma ya da ¢Ozdiiriip dondurulmaktan
etkilendigini ve bu islemlerden sonra dsSRNA’ larin elemine edildigini
bildirmislerdir. Bu calismada da dsRNA bantlarinin goriildiigii ayn1 izolatlar ile
yapilan tekerriirlii analizler sonucu bantlarin gorilmemesi benzer kuruma ve

donma ¢dziinme gibi nedenlerden kaynaklanabilecegi diisiiniilebilir.
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Sekil 4.3. Leucostoma spp. izolatlarindan elde edilen dsRNA’ larin agar jel

elektoforez goriintiisii; Marker (M), USA-2 (1), Ki-394 (2), Ki-
376 (3), Ki-280 (4), Ki-407 (5), Ki-301A (6)

M 1 2 3 4 5 ¢
o PP s g e ——— ....--3 """‘\

R T R

23130 bp ‘

9416 bp

6557 bp

Sekil 4.4. Leucostoma spp. izolatlarindan elde edilen dsRNA’ larin agar jel

elektoforez goriintiisii; Marker (M), USA-2 (1), Ki-778 pik. (2),
Ki-451 (3), Ki-52 (4), Ki-236 (5), Ki-271 (6)
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23130 bp

9416 bp &
6557 bp

Sekil 4.5. Leucostoma spp. izolatlarindan elde edilen dsRNA’ larin agar jel
elektoforez gortntiisii; Marker (M), USA-2 (1), Ki-778 pik. (2), Ki-
199 (3), Ki-125 (4), Ki-220A (5), Ki-239 (6)

dsRNA analiz sonuglarina gore bulunan 6 dsSRNA profili USA-2 (CHV1, 12 kb)
dsRNA profili ile ayn1 molekiiler agirlikta oldugu gortilmiistiir. Jensen and Adams
(1995) ABD’ nin Kuzey Carolina eyaletinde seftali bahgelerinden elde edilmis
NC14.4A kodlu hipovirulent L. personii izolatinin sitoplazmasindan dsSRNA’ lart
izole etmislerdir. Bu dsRNAlarin 7.9, 3.0, 2.8, 2.6, 2.3 ve 0.7 kb arasinda degisen
molekiiler agirlikta oldugunu ve en az 6 farkli segmentten olustugunu tespit
etmiglerdir. Bu izolatin kiiltiirde gelisen hif ug¢larindan elde edilen HT kodlu
izolatinda ise bu dsRNA segmentlerinden dordiiniin kayboldugu ve sadece 7.9 ve

2.3 kb lik olanlarin kaldig1 belirlenmistir.
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Peyambari vd. (2014) Iran’ da seker kamisindan elde edilen Cytospora sacchari
izolatindan molekiiler agirligi 1.85, 1.65 ve 1.27 kbp olan dsRNA segmentlerini
elde etmistir. Bu virlisiin genom yapisini incelencelediklerinde ise Partitiviridae
familyasina ait oldugunu tespit etmislerdir. Fakat elde edilen 1.27 kbp olan dsSRNA
segmentinin molekiiler agirliginin digerlerinden kiiciik olmasi nedeniyle bu
dsRNA segmentinin kusurlu olabilecegi belirtilmistir. Mikoviriislerler genis bir
varyasyona sahip olmasina ragmen bu virtislerle ilgili bilgilerin hala yetersiz
oldugu ve bazi viriis,lerin yapilarmin istikrarsiz  olmasina karsin bazi
viriislerininde yapilarinin direngli oldugu belirtilmistir (Peyambari vd., 2014).

Yapilan total RNA izalasyonunda USA-2, Ki-394, Ki-52, Ki-376, Ki-778 pik., Ki-
280, Ki-407, Ki-301A, M-16 izolatlar1 kullanilmistir. Bu analiz sonucunda alinan
sonuglarin hepsinde bant gozlemlenmistir (Sekil 4.6.).

Sekil 4.6. Leucostoma spp. izolatlarindan elde edilen total RNA’ larin elektoforez
goriintiisii; Marker (M), USA-2 (1), Ki-778 pik.(2), Ki-301-A (3), Ki-
52 (4), Ki-376 (5), Ki-280 (6), Ki-394 (7), Ki-407 (8), M-16 (9),
USA-2 (10)
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5. SONUC

Tirkiye kiraz tretiminde Ege Bolgesi iilke ekonomisinde onemli bir yer
tutmaktadir. Son yillarda Leucostoma Kanseri Ege Bolgesinde kirazlarda siddetini
onemli derecede arttirmis ve neden oldugu kurumalar ile kiraz iireticilerinin
sikayet ettigi hastalik problemlerinden biri haline gelmistir. Calismada Adnan
Menderes Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Béliimiinde danismani
Omer ERINCIK olan Ethem YILMAZ’ in ‘Ege Bolgesinde Kirazlardan Elde
Edilen Leucostoma Tiirlerine Ait Izolatlarin Kiiltiirel ve Patojenik Ozelliklerinin
Belirlenmesi’ konulu tamamlamis oldugu Yiiksek Lisans tez c¢aligmasinda
kullanilan izolatlardan 100 izolat kullanilmig ve bu izolatlarin dal ve elma testleri
bittikten sonra secilen 26 izolatin yapisinda dsRNA igerip icermedigi
arastirllmistir. Kiraz agaglarindan elde edilen Leucostoma spp. izolatlarinda elma
testi ve dSRNA’ nin varliginin arastirilmasi ilk kez bu ¢aligmada ele alinmugtir.

Kiraz agaclarindan elde edilen toplam 100 Leucostoma spp. izolati patojenik
ozellikleri yoniinden karakterize edilmistir. izolatlarin hepsi kiraz dallar1 iizerinde
yapilan  patojenisite testinde degisen viriilenslik derecelerinde  kanser
olusturmuslardir. Yapilan elma testi icinde olusan virillenslik dereceleride
degiskenlik gostermistir. Bu patojenisite testi sonucunda gruplandirmak i¢in SPSS
analizi yapilmustir. Analiz sonucu olusan gruplardan virulensligi diisiik ve yiiksek
olan gruplardan 26 izolat secilip dSRNA analizi yapilmistir. Analiz ¢ kez
yinelenmistir. Secilen 26 izolat icerisinden 6 tane izolatta bant goriilmiistiir. Bant
goriilen izolatlar daha sonra tekrar dsSRNA analizine tabi tutuldugunda bu bantlarin

gorlilmedigi gézlemlenmistir.

Birbirini dogrulamayan bu sonuglar Marquez vd. (2007)’ nin fungustan
mikovirilisiin eleminasyonu i¢in yapilan sonuglari ile agiklanabilir. Bazi viriislerin
yapilarinin istikrasiz olusu (Peyambari vd., 2014) onlar1 kuruma ve donma-
¢Oziinmeye hassas hale getirebilir. Bu nedenle bu ¢alismanin tekrar ele alinmasi ve
daha detayl1 ¢alisilmas1 ve fungusun yapisinda bulunan dsRNA profillerini igeren
izolatlarin belirlenmesi halinde etmenin biyolojik miicadelesi i¢in bir olanagmn
ortaya ¢ikma ihtimali arastirilabilir. Ancak bundan 6nce dsRNA nin etmen
lizerindeki etkisi ve genom yapisi arastirilmalidir. Sayet fungus ve viriis arasinda
C. parasitica’ da oldugu gibi bir hipovirulenslik iliskisi belirlenecek olursa bu
calisma sonucu saptanan dsRNA’ lar biyolojik miicadele ajani olarak anlam
kazanabilecektir.
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